急性白血病治疗方案的选择及预后判断与急性白血病的正确诊断及分型关系密切。近年来，白血病流式细胞术（FCM）免疫分型因其对白血病细胞的识别更准确、精细、全面，为临床的正确诊断、合理治疗和预后判断提供了重要的依据[@b1]。髓过氧化物酶（cMPO）被认为是白血病诊断分型中最重要的系列特异性抗原之一，存在于髓系细胞（主要是中性粒细胞和单核细胞）的嗜苯胺蓝颗粒中，是髓细胞的特异性标志，是判定白血病系列的重要指标之一。EGIL积分系统中将cMPO作为髓系特异性标志计2分[@b2]，2008年WHO关于造血与淋巴组织肿瘤的分类更明确将混合细胞表型急性白血病（MPAL,T-M或B-M）的诊断标准修订为原始细胞群表达cMPO作为必需条件（FCM、免疫组化或细胞化学）[@b1]，认为髓系抗原CD13、CD33、CD117的特异性不足以确诊MPAL（除非显示明确的单核细胞分化证据），使cMPO的重要性愈加凸现出来。我们对502例AML患者进行了白血病细胞cMPO表达阳性率及阳性强度的统计分析，探讨cMPO在AML分型诊断中的意义。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：2013年3月至2014年7月我院门诊和住院就诊的临床资料完整的502例（男287例，女215例）AML患者，中位年龄45(1\~80）岁；所有患者均根据临床表现、细胞形态学、细胞化学染色、免疫分型、分子生物学和细胞遗传学确诊，根据WHO 2008关于AML及相关的前体细胞肿瘤分型标准进行分型：其中AML伴t（15;17）（q22;q12）/PML-RARα 71例，AML伴t(8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNX1T1 58例，AML伴inv（16）（p13.1;q22）或t(16;16）（p13.1;q22）/CBFβ-MYH11 21例，AML伴t（9;11）（p22;q23）/MLLT3-MLL 22例，AML伴inv（3）（q21；q26.2）或t（3;3）（q21;q26.2）/RPN1-EVI1 8例，非特指型AML314例（微分化型6例，无成熟迹象型22例，有成熟迹象型84例，急性粒-单核细胞白血病43例，急性原始单核细胞/单核细胞白血病122例，急性红白血病33例，急性巨核细胞白血病4例），AML伴骨髓增生异常相关改变7例，治疗相关AML1例。

2．标本和材料：所有患者标本均用肝素抗凝，所用单克隆抗体均购自美国BD公司、Beckman Coulter公司或丹麦DAKO公司，破膜剂产品及红细胞裂解液均购自美国BD公司。采用CD45/SSC设门法，标记的抗体包括CD34、CD117、HLA-DR、CD38、CD33、CD15、CD7、CD64、CD13、CD11b、CD123、CD56、CD36、CD10、CD19、CD20、CD4、CD14、CD2、CD5、cCD79a、cCD3、mCD3、cMPO、TdT、CD9。利用CST（Cytometre Setup and Tracking）进行仪器性能评估，BD FACS七色设置微球进行电压调节，并且对荧光补偿值进行计算并保存荧光补偿的资料。采用BD公司FACSCanto Ⅱ流式细胞仪检测，BD FACSDiva Software分析软件进行分析。

3．FCM检测：采用单克隆抗体八色直接荧光标记法，向每管中分别加入相应多色抗体1.25\~5.00 µl，各管中加入骨髓或外周血细胞\[计数后调整为有核细胞计数（0.25\~1.00）×10^6^，反应体系为100 µl\]，室温（18\~25 °C）避光孵育15\~20 min，溶血后上机检测；先按照上述方法标记膜表面抗体，破膜后加入相应胞质抗体，制备后上机待测[@b3]。采用BD FACSCanto Ⅱ流式细胞仪，488、633、405 nm激发光源，每日常规CST、七色微球进行仪器校准、优化，并进行质控血标本检测，通过后方可检测临床样本。应用BD FACSCanto软件，每管获取10 000个细胞，首先用FSC/SSC设门去除细胞碎片，随后用CD45/SSC设门，根据细胞CD45的抗原表达及细胞颗粒表达程度，将细胞分为红细胞、单核细胞、粒细胞、淋巴细胞、原始细胞或白血病细胞群，原始细胞或白血病细胞群命名为P3，分析P3门内的相关抗原表达情况。

4．结果判定标准：CD45/SCC设门后的白血病细胞群膜表面抗原\>20％判断为阳性[@b4]，胞内抗原\> 10％判断为阳性[@b5]。以标本中成熟淋巴细胞和粒细胞群分别作为阴、阳性对照判断白血病细胞群cMPO的表达情况，成熟淋巴细胞群cMPO表达为阴性，成熟粒细胞群为阳性，介于两者之间为弱阳性，阳性表达\>10％但\<75％判断为部分阳性。

5．统计学处理：以SPSS17.0作为检验软件，AML各亚型cMPO阳性率比较采用卡方检验；各亚型cMPO阳性强度比较采用Log-rank检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、AML患者cMPO表达情况

502例AML患者中cMPO总体阳性率为58.0%，其中阳性占21.5%，弱阳性占34.1%，部分阳性占2.4%；阴性占42.0%。各个亚型中，AML伴t(15;17）（q22;q12）/PML-RARα cMPO阳性率最高，为100%，阳性强度多数与正常粒细胞相近（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）；其次为AML伴t（8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNX1T1，cMPO阳性率为91.4%，白血病细胞的cMPO阳性强度多数较正常粒细胞减弱，以弱阳性为主（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）；其余类型AML（不包括M~0~及M~7~，此两组疾病cMPO的表达皆为阴性）白血病细胞cMPO的阳性率在22.7%\~76.2%（[表1](#t01){ref-type="table"}），阳性强度多为弱阳性或阴性。

###### 急性髓系白血病（AML）各亚型患者髓过氧化物酶（cMPO）表达情况

  AML分型                           例数   cMPO的表达\[例(％)\]   阳性率(％)                         
  --------------------------------- ------ ---------------------- ------------ --------- ----------- -------
  AML伴t(15;17)                     71     52(73.2)               18(25.4)     1(1.4)    0           100.0
  AML伴t(8;21)                      58     7(12.1)                46(79.3)     0         5(8.6)      91.4
  AML伴t(16;16)/inv(16)             21     0                      12(57.1)     0         9(42.9)     57.1
  AML伴t(9;11)                      22     1(4.6)                 4(18.2)      0         17(77.3)    22.7
  AML伴t(3;3)/inv(3)                8      0                      0            0         8(100.0)    0
  AML微分化型                       6      0                      0            0         6(100.0)    0
  AML无成熟迹象型                   22     1(4.6)                 9(40.9)      0         12(54.5)    45.5
  AML有成熟迹象型                   84     29(34.5)               32(38.1)     3(3.6)    20(23.8)    76.2
  急性粒-单核细胞白血病             43     4(9.3)                 19(44.2)     3(7.0)    17(39.5)    60.5
  急性原始单核细胞/单核细胞白血病   122    10(8.2)                23(18.9)     5(4.1)    84(68.9)    31.2
  急性红白血病                      33     4(12.1)                8(24.2)      0         21(63.6)    36.4
  急性巨核细胞白血病                4      0                      0            0         4(100.0)    0
  治疗相关AML                       1      0                      0            0         1(100.0)    0
  AML伴骨髓增生异常-相关改变        7      0                      0            0         7(100.0)    0
                                                                                                     
  合计                              502    108(21.5)              171(34.1)    12(2.4)   211(42.0)   100.0

![急性髓系白血病伴t(15;17）（q22;q12）/PML-RARα患者的免疫分型结果\
白血病细胞群P3表达CD117、CD38、CD13、CD123、髓过氧化物酶（cMPO），强表达CD33，弱表达CD64，不表达CD34、HLA-DR，为急性早幼粒细胞白血病特征性抗原表达，白血病细胞的cMPO水平接近正常粒细胞水平](cjh-36-11-906-g001){#figure1}

![急性髓系白血病伴t(8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNX1T1患者的免疫分型结果\
白血病细胞群P3强表达CD34，表达HLA-DR、CD117、CD38、CD13、CD33、CD123、CD56，弱表达CD19、cCD79a、髓过氧化物酶（cMPO），不表达CD10，其cMPO水平较正常粒细胞P4减弱](cjh-36-11-906-g002){#figure2}

二、不同亚型的AML之间cMPO阳性率和阳性强度的比较

AML伴inv（3）（q21；q26.2）或t(3;3）（q21；q26.2）/RPN1-EVI1、AML伴骨髓增生异常-相关改变和治疗相关AML病例数较少，不具备统计学分析意义；急性红白血病非红系肿瘤细胞比例一般较低，病例数也较少，同样不具备统计学分析意义；AML微分化型和急性巨核细胞白血病cMPO表达皆为阴性，病例数也较少。除外这六组疾病后，将伴有幼稚单核细胞增多的急性粒-单核细胞白血病、急性原始单核细胞/单核细胞白血病、AML伴inv(16）（p13.1;q22）或t（16;16）（p13.1;q22）/CBFβ-MYH11以及AML伴t（9;11）（p22;q23）/MLLT3-MLL这四类疾病合为一组（FAB分型AML-M~4~或AML-M~5~，共208例），与AML伴t(15;17）（q22;q12）/PML-RARα、AML伴t（8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNX1T1、AML无成熟迹象型及AML有成熟迹象型五组疾病之间进行cMPO阳性率和阳性强度的比较。

1．不同亚型的AML之间cMPO阳性率的比较：AML伴t(15;17）（q22;q12）/PML-RARα与伴有幼稚单核细胞增多的AML在形态学的鉴别上存在一定困难，尤其细颗粒型急性早幼粒细胞白血病（APL）的白血病细胞更易与幼稚单核细胞相互混淆。我们共统计AML伴t(15;17）（q22；q12）/PML-RARα患者71例，其中cMPO阳性52例，弱阳性18例，部分阳性1例，阳性率为100%。FAB分型为AML-M~4~或AML-M~5~的患者共208例，其中cMPO阳性15例，弱阳性58例，部分阳性8例，阴性127例，阳性率为38.9%。两组患者cMPO阳性率比较差异有统计学意义（*P*\<0.001）。在所有类型的AML中，APL的cMPO阳性率及阳性强度最高，可见cMPO的表达情况可以作为FCM诊断APL的辅助指标之一，这与文献报道一致[@b6]。

部分AML伴t（8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNX1T1患者的白血病细胞可出现细胞的折叠等与单核细胞共有的形态学特点，部分患者也可以出现嗜酸粒细胞增多，需要与伴有16号染色体异常的AML进行鉴别。本研究中我们共统计AML伴t(8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNX1T1患者58例，其中cMPO阳性7例，弱阳性46例，阴性5例，阳性率为91.4%；与FAB分型为AML-M~4~或AML-M~5~患者的cMPO阳性率比较，差异有统计学意义（*P*\<0.001）。

而AML有成熟迹象型与AML伴t(8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNX1T1在鉴别诊断上亦存在一定困难，我们统计AML有成熟迹象型84例，其中cMPO阳性29例，弱阳性32例，部分阳性3例，阴性20例，阳性率为76.2%，与AML伴t(8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNX1T1白血病细胞的cMPO阳性率比较，差异有统计学意义（*P*=0.019）。

2．不同亚型的AML之间cMPO阳性强度的比较：对于不同亚型的AML，cMPO表达的阳性强度也存在差异。采用Log-rank检验对其进行分析和两两比较发现，除AML-M~4~/AML-M~5~与AML无成熟迹象型以及AML伴t(8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNX1T1与AML有成熟迹象型之间差异无统计学意义外（*P*=1.000），其余各亚型cMPO阳性强度两两比较差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）。

五组不同亚型AML cMPO阳性强度分布的中位数分别为：AML伴t（15;17）（q22;q12）/PML-RARα阳性；AML伴t（8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNX1T1弱阳性；AML无成熟迹象型阴性；AML有成熟迹象型弱阳性；FAB分型为AML-M~4~/AML-M~5~阴性。

对比AML伴t(15;17）（q22；q12）/PML-RARα与AML伴t（8;21）（q22；q22）/RUNX1-RUNX1T1，两组的cMPO阳性率分别为100.0％和91.4%，但前者cMPO的表达以阳性为主，阳性所占比例为73.2%，弱阳性为25.4%，而后者cMPO的表达以弱阳性为主，弱阳性所占比例为79.3%，阳性所占比例为12.1%。两者cMPO表达的阳性强度差异有统计学意义（*P*\<0.001）。

讨论 {#s3}
====

近年来，综合了细胞形态学、免疫学、细胞遗传学及分子生物学的MICM分型已在临床中广泛应用，尤其是FCM免疫分型使得急性白血病的诊断符合率达到90％以上[@b7]。本研究中我们收集的病例根据临床表现、血常规、骨髓象、细胞化学染色、免疫分型、分子生物学和细胞遗传学检查确诊，根据2008 WHO关于AML及相关的前体细胞肿瘤分型标准进行分型，从而能够保证较高的诊断符合率。

FCM相对于细胞化学、细胞形态学的常规检测方法具有以下方面优点：可以通过CD45/SSC设门的方法精准地定位目标细胞群，并能根据目标细胞群的抗原表达情况，判断目标细胞群的系别、成熟阶段；标本中残留的正常细胞群能够为相关抗原的表达强度提供精确的内参照，如CD7表达强度在正常T淋巴细胞为阳性，超过此强度为强阳性，比之减弱为弱阳性；能够判断目标细胞群有无跨系别抗原共表达的情况。

cMPO等胞质抗体在血液系统肿瘤诊断中具有重要作用。2009年Euroflow等[@b8]将急性白血病初筛抗体组合规定为cCD3、cMPO、cCD79a、CD34、CD19、CD7、mCD3、CD45，可见胞质抗体在急性白血病诊断中的地位。本研究中我们共统计了不同亚型AML共502例，cMPO总体阳性率为58.0%，与文献[@b9]报道相近。目前，大样本量的关于FCM检测AML cMPO阳性率的文献报道较少，结果缺乏一致性。国内AML免疫分型研究中，周国忠等[@b10]报道cMPO阳性率为70.1%（124/177），董进梅等[@b11]报道除AML-M~5~外为81.9%\~100.0%，马瑞霞等[@b12]报道则为88.0%，均明显高于国外报道[@b6]。FCM、细胞化学、电镜等不同方法的检测结果也存在一定的差异。细胞化学的方法将cMPO阳性的cut-off值设定为3%[@b13]；而FCM对于cMPO阳性cut-off值的设定不同的文献也各不相同（3%\~28%）[@b14]--[@b18]，EGIL将其设定为10%[@b5]。

影响cMPO检测结果，造成FCM检测结果假阴性的主要因素包括：破膜剂的种类、破膜时间过短导致的破膜不完全、标记试剂的荧光素强度偏弱等。本实验中我们采用BD公司生产的破膜剂，文献报道其对细胞的影响较小，破膜较完全；破膜时间为20 min，与试剂说明书相符并经过实验验证；此外，由于标本中通常残存正常的粒细胞群，能够提供内参照，基本排除了因漏加抗体或破膜不佳等因素造成的假阴性的情况；不同荧光标记的cMPO抗体对实验的结果也有影响，PE荧光染料标记的cMPO抗体与FITC标记的cMPO抗体比较，在荧光强度上PE标记的明显要强于FITC标记，本研究中cMPO采用PE荧光染料标记，杜绝了因抗体荧光弱而造成的假阴性。CD45/SSC设门的方法能够精确定位目标细胞群，相比细胞化学或免疫组化的方法，能够降低将白血病细胞与正常髓系细胞混淆导致假阳性的概率。

作为髓系细胞的特征性抗原，cMPO阳性率及阳性强度是急性白血病分型的重要指标之一，并与预后存在一定的相关性，与完全缓解率、总生存率及无病生存率呈正相关[@b6],[@b13]；另有文献报道AML原始细胞群cMPO的高表达与CEBPA基因双突变有关[@b19]。由于cMPO合成是在早幼粒细胞阶段，再经加工、包装进入嗜天青颗粒，而APL的白血病细胞因含有较多的嗜天青颗粒，cMPO的阳性率及阳性强度最高；其次为AML伴t（8;21）（q22;q22）/RUNX1-RUNX1T1，肿瘤细胞的cMPO水平接近正常粒细胞水平或较正常粒细胞减弱；其余类型包括AML伴t(9;11）（p22;q23）/MLLT3-MLL、AML伴inv(16）（p13.1;q22）或t（16;16）（p13.1;q22）/CBFβ-MYH11、AML无成熟迹象型、AML有成熟迹象型、急性粒-单核细胞白血病、急性原始单核细胞／单核细胞白血病，肿瘤细胞胞内嗜天青颗粒较少，cMPO的阳性率也相应较低，阳性强度相应较弱或为阴性。

2008年WHO关于造血与淋巴组织肿瘤的分类将MPAL（T-M或B-M）的诊断由原来EGIL评分标准的积分大于2分修订为原始细胞群表达cMPO(FCM、免疫组化或细胞化学）作为必需条件，除非显示明确的单核细胞分化证据。对于B淋巴母细胞白血病和T淋巴母细胞白血病来说，胞质内抗原cCD79a和cCD3能够基本覆盖白血病分化的各阶段，且阳性强度多数与成熟B淋巴细胞或成熟T淋巴细胞一致。而FCM检测cMPO的阳性率各文献报道结果差异较大，各亚型之间阳性强度也存在着显著的差异，且单核细胞早期往往缺乏包括CD11b、CD11c、CD64、CD4、CD36、CD14、CD15、CD300e等相关标志。因此，对于cMPO阴性而EGIL积分系统满足MPAL（T-M或B-M）诊断条件的病例，结合形态学、细胞化学、免疫组化、分子生物学、遗传学等检查进行综合诊断显得尤为重要。同时，需进一步寻找对单核细胞覆盖面广、特异性强的抗体以避免诊断错漏。
